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La taxonomía de los tardígrados es especialmente difícil en algunos géneros, por lo cual se ha hecho énfasis en 
el uso de la biología molecular para su identificación. Teniendo esto en cuenta, se realizó un estudio 
taxonómico de los tardígrados presentes en la cuenca baja del río Manzanares, en Santa Marta, utilizando 
caracteres morfológicos y la amplificación de un fragmento del gen COI, usado para obtener códigos de barras 
genéticos. Se identificaron trece especies de ocho géneros de tardígrados (Calcarobiotus, Doryphoribius, 
Echiniscus, Pseudechiniscus, Macrobiotus, Milnesium, Minibiotus, Paramacrobiotus, Pseudechiniscus). 
Calcarobiotus y Doryphoribius constituyen nuevos registros para Colombia. Adicionalmente, se obtuvieron 
secuencias de COI de una especie (Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1), y se compararon con las secuencias 
del mismo género presentes en la base de datos de GenBank a través de un análisis de divergencia específica 
y análisis de vecino más cercano (NJ). Las secuencias obtenidas en el estudio mostraron una clara 
diferenciación de las secuencias de GenBank, mientras que al mismo tiempo mostraron una baja distancia 
intraespecífica, demostrando que efectivamente pertenecen a una misma especie, y reflejando la utilidad de las 
pruebas moleculares en estudios taxonómicos. Los estudios de taxonomía integradora, que combinan, por 
ejemplo, caracteres morfológicos y estudios moleculares, son un campo de estudio que permite un enfoque 
comparativo de la información obtenida a través de estas técnicas, y que puedan generar resultados más 
confiables. 








The taxonomy of tardigrades is especially difficult in some genera, so emphasis has been placed on the use of 
molecular biology for identification. With this in mind, we conducted a taxonomic study of tardigrades found in 
the Manzanares River basin, in Santa Marta, using morphological information and amplification of a fragment of 
the COI gene, used for DNA barcoding. Thirteen species from eight genera of tardigrades were identified 
(Calcarobiotus, Doryphoribius, Echiniscus, Pseudechiniscus, Macrobiotus, Milnesium, Minibiotus, 
Paramacrobiotus, Pseudechiniscus). Calcarobiotus and Doryphoribius are new records for Colombia. 
Additionally, sequences of COI were obtained from one species (Paramacrobiotus richtersi group sp. 1) and 
compared with sequences of the same genera present in the database of GenBank, through an analysis specific 
divergence and Neighbor-Joining analysis (NJ). The sequences obtained in the study showed a clear 
differentiation of GenBank sequences, while at the same time showed a low intraspecific distance, showing that 
indeed belong to the same species, and reflect the utility of molecular taxonomic tests. Integrated taxonomy 
studies, combining for example morphological and molecular studies, is a field of study that enables a 
comparative approach of information obtained through these techniques, and that can produce more reliable 
results. 





Colombia es uno de los países más biodiversos del mundo; sin embargo, existen algunos grupos de animales 
que debido a sus hábitats especializados, su pequeño tamaño, o a la dificultad para su observación e 
identificación, aún no han sido incluidos en los cálculos de biodiversidad (Jerez et al., 2002). El filo Tardigrada, 
que es el objeto de estudio de esta investigación, es uno de estos grupos que han sido subestimados. 
Los tardígrados son un filo de organismos microscópicos, llamados comúnmente ositos de agua. Se encuentran 
presentes principalmente en microhábitats húmedos como la película de agua que cubre los musgos y líquenes 
(Sømme, 1996; Bertolani et al., 2004). En los últimos años los estudios en torno a este grupo se han 
incrementado, debido a que poseen la capacidad de entrar en un estado de animación suspendida llamado 
criptobiosis, en el cual se deshidratan casi totalmente y reducen o suspenden su metabolismo (Sømme, 1996; 
Nelson, 2001; Bertolani et al., 2004). En esta condición, son resistentes a temperaturas extremas, desecación, 
químicos tóxicos, presión e incluso radiaciones ionizantes del espacio, permitiéndoles sobrevivir por décadas 
(Jönsson, 2007; Schill et al, 2009). Existen varios tipos de criptobiosis, asociados con diferentes alteraciones en 
el medio. Cada tipo de criptobiosis presenta características particulares, y no son comunes a todas las especies 
(Clegg, 2001). Los huevos de algunas especies también pueden tolerar la desecación y congelamiento (Nelson, 
2001; Hengherr et al.; 2010). Tal fenómeno constituye una fuente de información y recursos importantes para la 
comunidad científica a nivel mundial, pues ofrece conocimiento para el logro de grandes avances en el campo 
de la medicina (Schill et al., 2009) y la biología (Clegg, 2001; Sánchez-Moreno et al.; 2008), entre otros. 
Los tardígrados se encuentran actualmente representados por más de 1100 especies (Degma et al., 2013), 
clasificadas taxonómicamente en tres clases principales: Heterotardigrada, Mesotardigrada y Eutardigrada. Los 
principales criterios de clasificación de las especies son la morfología de la cutícula, las garras, el aparato bucal 
y, en algunos géneros, la ornamentación de los huevos (Nelson, 2001; 2002). Sin embargo, Mesotardigrada es 
una clase monotípica cuya única especie carece de espécimen tipo; además, su localidad tipo desapareció 
durante un evento sísmico, y no ha sido encontrada nuevamente, por lo cual es un taxón de validez cuestionada 
(Nelson, 2002). 
A pesar de que los tardígrados son conocidos desde el siglo XVIII, no fueron clasificados como filo 
independiente hasta 1962 por Ramazzotti, siendo antes incluidos dentro de los Annelida y los Arthropoda, con 
los cuales comparte una relación evolutiva (Nelson, 2001). A pesar del conocimiento de su existencia desde 
hace varios siglos, las investigaciones más importantes sobre el grupo han empezado desde hace apenas unos 
cuarenta años (Guidetti et al., 2009), y están orientadas principalmente a la determinación de su diversidad en 
regiones donde se desconocía previamente su existencia (Gallo et al. 2001), o a revisiones taxonómicas de las 
especies registradas (Kristensen y Higgins, 1984; De Zio Grimaldi y Gallo, 2001). Investigaciones más recientes 
se han realizado en el campo de la biología molecular (Kiehl et al 2007; Mali et al., 2010), la resistencia que 
presentan ante distintos factores en estado criptobiótico (Sømme, 1996; Bjørn-Mortensen y Ramløv, 2006; 
Hengherr et al., 2010) y la aplicación útil de los mecanismos moleculares de dicho proceso (Schill et al., 2009). 
Los estudios moleculares con tardígrados se utilizaron inicialmente para establecer las relaciones filogenéticas 
entre este filo y los artrópodos, pero en los últimos años se han convertido en una herramienta importante en 
las investigaciones taxonómicas (Marley et al., 2011). A través de la biología molecular se han obtenido éxitos 
como la formulación de hipótesis de las relaciones filogenéticas de los tardígrados, la creación de nuevos 
géneros a partir de revisiones morfológicas y moleculares (Guidetti et al., 2009), la identificación de especies 
nuevas o crípticas a partir de estudios genéticos (Cesari et al., 2009, Michalczyk et al., 2012), e incluso su 
diversidad taxonómica en determinadas regiones (Blaxter et al., 2004). Sin embargo, aunque los estudios 
genéticos y moleculares constituyen un elemento útil en las investigaciones taxonómicas, aún requieren de una 
mayor implementación a nivel mundial. 
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Actualmente existe un gran número de secuencias parciales de nucleótidos y proteínas de tardígrados 
registradas en bases de datos moleculares (Beltrán-Pardo y Bernal-Villegas, 2009), y algunas especies ya han 
sido objeto de estudios más profundos que han generado registros genéticos importantes como polimorfismos 
(Rebecchi et al., 2003), bibliotecas de cADN (Kiehl et al., 2007) e incluso la variación genética entre poblaciones 
de una misma especie en diferentes países (Cesari et al., 2009). 
En América, los tardígrados han sido investigados principalmente en Norteamérica desde los años 70, 
encaminados a la determinación de su diversidad en ciertas regiones (Kristensen y Higgins, 1984), aportando 
numerosos nuevos registros (Kristensen y Higgins, 1984; Bateman y Collins, 2001). También existen estudios 
ecológicos relacionados con la respuesta de las poblaciones de tardígrados terrestres frente a alteraciones de 
las condiciones ambientales (Nelson y Adkins, 2001), las relaciones entre su distribución en ciertos tipos de 
hábitat (Hallas, 1978; Hinton y Meyer, 2009) y sus interacciones con otros taxones de invertebrados (Sánchez-
Moreno et al., 2008). En Suramérica son importantes los trabajos de Marcus en los años 30 (Jerez et al., 2002) 
y existen también algunos estudios recientes de relevancia internacional (Nickel et al., 2001), que han 
confirmado la existencia de aproximadamente 100 especies. 
Para Colombia existen pocos estudios acerca de la biodiversidad de tardígrados. Los escasos trabajos 
taxonómicos del filo, dentro del territorio, hasta ahora han confirmado la presencia de 32 especies (Jerez et al., 
2002; Degma et al., 2008; Meyer, 2013), y debido a que se han limitado a unas cuantas regiones, se desconoce 
la distribución y diversidad de los tardígrados en el país. Teniendo distintos tipos de ecosistemas húmedos 
donde se presentan los microhábitats apropiados para la presencia de este grupo, es factible pensar que en el 
país se tiene una alta diversidad de estos animales, y debido a la complicada taxonomía de algunos géneros, 
se requieren estudios morfológicos y moleculares. 
Santa Marta se encuentra en una región con gran variedad de ecosistemas (Manjarrés-García y Manjarrés-
Pinzón, 2004) en los que se presentan las condiciones necesarias para la formación de microhábitats 
apropiados para la existencia de tardígrados. Aun así, no existe ningún registro de tardígrados en la región y se 
desconoce información alguna de la biodiversidad de este grupo en Santa Marta y sus alrededores. Teniendo 
en cuenta lo anterior, en este trabajo se realizó un inventario taxonómico de los tardígrados encontrados en la 
cuenca baja del río Manzanares, utilizando las características morfológicas de las especies para su 
identificación. Adicionalmente, se obtuvieron los códigos de barras genéticos de una especie encontrada en la 
zona a través de la secuenciación de un segmento del gen mitocondrial citocromo oxidasa I (COI). Estos 
códigos se compararon con los códigos genéticos de especies registradas en bases de datos moleculares 
(GenBank). 
La caracterización taxonómica de las especies de tardígrados utilizando solamente caracteres morfológicos 
presenta un problema, debido a que algunos géneros (Macrobiotus y Echiniscus, por ejemplo) contienen cientos 
de especies, y muchas de ellas presentan pocas diferencias morfológicas entre sí, o se utilizan caracteres 
morfológicos muy complejos para su identificación (Marley et al., 2011). Debido a esto, en los últimos años se 
han realizado estudios genéticos y moleculares para la identificación taxonómica basados en métodos como 
códigos de barras genéticos, unidades taxonómicas operacionales moleculares (MOTU) y secuencias de ARN 
ribosómico, entre otras (Schill y Steinbrück, 2007; Beltrán-Pardo y Bernal-Villegas, 2009). Esto ha permitido la 
re-descripción de géneros ya conocidos, con el surgimiento de nuevos géneros (Guidetti et al., 2009), de 
subespecies elevadas a la categoría de especie (Michalczyk et al., 2012) y nuevas propuestas para las 
relaciones filogenéticas de ciertos grupos (Marley et al., 2011). Por ello, la implementación de técnicas 
moleculares en los estudios taxonómicos de los tardígrados constituye una herramienta importante en la 
identificación y caracterización de especies. 
La importancia de este proyecto no sólo radica en el incremento de la información sobre la biodiversidad de 
tardígrados, sino que confiere la información necesaria para el aprovechamiento de este grupo en posteriores 
investigaciones, en otros campos de las ciencias biológicas. Por ejemplo, los tardígrados son un grupo de 
animales que actúan como controladores de las poblaciones de otros filos, pues se alimentan de una amplia 
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variedad de microorganismos, tales como algas, bacterias, protozoos, hongos, rotíferos, nematodos e incluso 
raíces de plantas y otros tardígrados (Hallas y Yeates, 1972; Nelson, 2002). En recientes estudios se ha 
encontrado que algunas especies de tardígrados carnívoros cumplen un papel primario controlando las 
poblaciones de nematodos parásitos de plantas (Sánchez-Moreno et al, 2008). Por lo tanto, los tardígrados 
pueden ser un grupo potencialmente usado para el control de determinadas plagas en la agricultura. 
Debido a que los tardígrados presentan gran resistencia a factores ambientales durante la criptobiosis (Schill et 
al., 2009), también son vistos como modelo para el estudio de mecanismos de tolerancia a nivel molecular, y los 
compuestos que sintetizan para alcanzar su estado de latencia son un recurso importante en el estudio de los 
mecanismos  de regulación del metabolismo, las propiedades físicas del agua intracelular (Clegg, 2001), la 
estabilización a largo plazo y preservación de material biológico en seco, como células, tejidos u órganos 
humanos, y la prolongación de vida útil y tolerancia al almacenamiento de drogas o alimentos (Schill et al., 
2009). 
Finalmente, los ositos de agua son un grupo relevante como bioindicadores de la calidad de componentes 
abióticos del ecosistema. Al ser animales que viven asociados a ambientes semiacuáticos y depender de la 
humedad del medio, son muy sensibles a las alteraciones climáticas y fisicoquímicas del ecosistema (Nelson y 
Adkins, 2001). Debido a que los distintos tipos de criptobiosis están ligados a diversas alteraciones, los 
tardígrados permiten determinar varios tipos de cambios en el medio, como la disminución de la humedad 






2.1. Objetivo general: 
 Caracterizar taxonómicamente la comunidad de tardígrados en la parte baja de la cuenca del río 
Manzanares, desde un enfoque morfológico y molecular. 
2.2. Objetivos específicos: 
 Identificar morfológicamente las especies de tardígrados presentes en el área de Manzanares. 
 Generar secuencias y códigos de barras para al menos una especie de tardígrado del área de estudio. 
 Realizar un catálogo taxonómico y una clave taxonómica para la zona de estudio. 







 Los géneros Macrobiotus, Milnesium, Minibiotus e Hypsibius se encuentran presentes en la cuenca baja 
del río Manzanares. 
Argumento: estos géneros son los que cuentan con el mayor número de especies en el país. A su vez, en los 
trabajos realizados en el país, tales géneros representan la mayor abundancia de individuos (Jerez et al. 2002, 
Degma et al. 2008). 
 Eutardigrada es la clase más diversa de tardígrados presente en la cuenca baja del río Manzanares. 
Argumento: la clase Eutardigrada representa el mayor número de especies en el país. Igualmente, está 
distribuida de forma relativamente uniforme en diferentes alturas, mientras que la clase Heterotardigrada está 





4.1. Área de estudio 
 
 
Figura 1. Mapa de la región de Santa Marta, mostrando la localización de los sitios de muestreo. 
El río Manzanares es una microcuenca que se origina en la vertiente noroccidental de la Sierra Nevada de 
Santa Marta, a partir de la unión de las quebradas Onaca y Jirocasaca, a unos 2450 m.s.n.m. Presenta una 
longitud de 33.4 Km, y se ubica entre las siguientes coordenadas: 11°07´22´´ y 11°14´27´´N, y 74°01´14´´ y 
74°12´25´´W (De Arco y De León, 2006). El sitio de muestreo escogido fue el sector de Bonda, en la cuenca 
baja, entre los 46-80 m.s.n.m. Adicionalmente, se tomaron dos muestras a 192 m.s.n.m (Fig. 2). 
La cuenca atraviesa seis formaciones vegetales, predominando en la parte baja el monte espinoso tropical (me-
T) y bosque seco tropical (bs-T). El área de la cuenca presenta un clima cálido, con un período climático de 
lluvias y un período climático seco. El régimen de precipitaciones se ajusta a un patrón monomodal, con lluvias 
que empiezan en abril y terminan en octubre, con un descenso mínimo en agosto (Manjarrés-García y 
Manjarrés-Pinzón, 2004). 
 
4.2. Fase de campo 
 
La recolección de los tardígrados se realizó de forma manual, en la zona riparia del área de estudio. Las 
muestras de material vegetal (musgo, liquen), tanto de sustrato arbóreo como de rocoso, fueron tomadas 
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utilizando un tubo metálico de dos pulgadas de diámetro para demarcar el área de la muestra, y fueron 
guardadas en bolsas de papel para su secado y almacenamiento. Adicionalmente, se tomaron fotografías de los 
sustratos para complementar la identificación del material vegetal. Se realizaron cuatro muestreos entre 
noviembre de 2011 y agosto de 2013, distribuidos en las siguientes fechas: noviembre 7 de 2011 (20 muestras); 
junio 16 de 2012 (33 muestras); febrero 24 de 2013 (21 muestras); y agosto 4 de 2013 (11 muestras). En total, 
se recolectaron 85 muestras. 
 
4.3. Fase de laboratorio 
4.3.1. Identificación morfológica de las especies 
 
Para la observación de los organismos, las muestras se hidrataron en agua destilada durante 24 horas antes de 
su revisión. Se realizaron dos revisiones por cada muestra a las 24 y 48 horas. En cada inspección, el sustrato 
se filtró a través de dos tamices: uno de 1200 µm, para filtrar los tardígrados y retener material vegetal que 
pudiera dificultar la observación, y otro de 55 µm, para retener los especímenes. El producto del segundo 
tamizado se observó en un estereoscopio Zeiss Stemi DV4 a un aumento de 40x. Los tardígrados encontrados 
en la muestra fueron aislados utilizando agujas entomológicas, y trasladados a cajas de Petri por medio de 
micropipetas. Posteriormente, los especímenes fueron montados directamente en portaobjetos con medio de 
Hoyer. 
Para la identificación, los ejemplares fueron observados y fotografiados a través de un microscopio de contraste 
de fase Zeiss AxioLab 1 y una cámara AxioCam ERc 5s. Se utilizaron principalmente las claves taxonómicas de 
Nelson (2001), Ramazzotti y Maucci (1983), y Pilato y Binda (2010), al igual que literatura especializada 
relacionada con géneros que han sido revisados en los últimos años (Bertolani y Rebbechi 1993, Claxton 1998, 
Kaczmarek et al. 2006, Michalczyk y Kaczmarek 2010, Michalczyk et al. 2012). Los micropreparados obtenidos 
fueron depositados en el Centro de Colecciones Biológicas de la Universidad del Magdalena (CBUMAG). 
Las medidas morfométricas fueron tomadas en micrómetros (µm), y fueron definidas de acuerdo a lo propuesto 
por Pilato (1981) y Tumanov (2006) (Fig. 2): 
-Índice pt: proporción de la longitud de una estructura determinada con respecto a la longitud del tubo bucal, 
expresada en términos de porcentaje. 
-Longitud corporal (bl): distancia desde la boca hasta la parte posterior del cuerpo, excluyendo las patas 
traseras. 
-Longitud del tubo bucal: para las familias Macrobiotidae e Isohypsibiidae, fue tomada desde el margen anterior 
de los dientes de la cresta medio-ventral hasta la parte posterior del tubo bucal. Para la familia Milnesiidae, la 
distancia fue medida desde el margen anterior de las vainas de los estiletes. 
-Diámetro externo del tubo bucal (ew): fue tomado al nivel del punto de inserción de los estiletes. Para la familia 
Milnesiidae se tomó tanto ew como el diámetro al nivel de las vainas de los estiletes (aw) y de la abertura 
caudal del tubo bucal (pw).  
-Longitud de las ramas principales (mb) y secundarias (sb) de las garras (cl): en la familia Macrobiotidae, se 
tomó desde la base de la sección basal de la garra hasta el ápice de cada una de las ramas, incluyendo las 
puntas accesorias. En la familia Milnesiidae, la medida de las ramas secundarias fue tomada incluyendo la 




Figura 2. Esquema de las medidas de las garras y el aparato bucal en eutardígrados. A. tubo bucal de la familia 
Macrobiotidae. B: tubo bucal de Milnesium. C: garras de la familia Macrobiotidae. D: garras de Milnesium. E: 
garras de la familia Isohypsibiidae. Bs: punta basal. Btl: longitud del tubo bucal. Mb: garra primaria. Sb: garra 
secundaria. Ssp: punto de inserción de los soportes de los estiletes. 
 
4.3.2. Determinación de códigos de barras moleculares 
  
Extracción de ADN. Siete especímenes fueron aislados para biología molecular. Previo a su extracción, los 
individuos fueron montados en portaobjetos con agua destilada para su observación e identificación. 
Posteriormente, fueron almacenados individualmente en tubos de PCR de 0,5 mL, cada uno con 10 µL de agua 
Milli-Q, y almacenados en un congelador a -80ºC (Sands et al. 2008). 
Para la extracción de ADN se utilizó el protocolo del kit de purificación de ADN MasterPure
TM
 (Epicentre 
Biotechnologies). En cada tubo se agregaron 1 µL de proteinasa K y 300 µL de Solución de Lisis para Tejidos y 
Células y se homogenizó cada muestra agitándola en un vórtex. Posteriormente, las muestras se incubaron a 
65°C durante dos horas, procurando agitar cada hora. Seguido, las muestras se enfriaron a 37°C, se les añadió 
a cada una 1 µL de RNasa A (5 µg/ µL), se homogenizaron y se incubaron a 37°C por 30 min. Al cabo de ese 
tiempo, se colocaron en frío durante 5 min. Para la precipitación del ADN, cada muestra se trasladó a un tubo 
de 1,5 µL y se le añadieron 175 µL de reactivo de precipitación de proteína MPC que fueron mezclados en un 
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vórtex por 10 segundos. Después, las muestras fueron centrifugadas por 10 min a 14.000 rpm. Transcurrido 
este tiempo, el sobrenadante de cada muestra fue trasladado a nuevos tubos de 1,5 µL, se les agregaron 500 
µL de isopropanol y se invirtió cada tubo unas 30-40 veces. Las muestras fueron sometidas nuevamente a 
centrifugación por 10 min. Transcurrida esta fase, se extrajo cuidadosamente el isopropanol de cada nuestra, 
sin agitar el ADN, y cada tubo se enjuagó dos veces con etanol al 75%. Finalmente, el etanol residual en cada 
muestra fue extraído de cada tubo con pipetas, y el ADN de cada muestra fue resuspendido en 15 µL de buffer 
TE. 
Amplificación de ADN. Se amplificó un fragmento de 640 pb del gen COI, utilizando el cebador universal LCO-
1490 (5´-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3´) (Folmer et al., 1994), y el cebador HCOoutoutrev (5´-
CCA GGT AAA ATT AAA ATA TAA ACT TC-3´) (Schwendinger y Giribet, 2005). Este fragmento está 
estandarizado como fragmento para generación de códigos de barras, y se ha demostrado su utilidad en 
análisis filogenéticos de algunas especies de tardígrados (Schill, 2009). Para la amplificación de ADN de cada 
muestra, se diluyeron 2 µL de ADN en 17,5 µL de H2O Milli-Q, y se añadieron 2,7 µL de buffer 10x, 1,5 µL de 
MgCl2 25 mM, 0,2 µL de dNTPs 10 µM, 0,5 µL de cada primer a 10x, y 0,1 µL de Taq Polimerasa (5 µg/ µL). El 
protocolo de amplificación por PCR utilizado fue el siguiente: una desnaturalización inicial a 95ºC por 1 min,  35 
ciclos de amplificación (95ºC por 15 seg, 40-41ºC por 1 min y 72ºC por 1:30 min), una elongación final a 72ºC 
por 5 min, y un rápido descenso térmico a 4ºC. 
Los productos de PCR fueron verificados con electroforesis en gel agarosa al 2% utilizando RedGel, con un 
marcador de peso molecular Hyperladder II. Los productos obtenidos fueron purificados mediante el kit de 
purificación Epicenter, y el producto resultante fue secuenciado en MACROGEN. 
Verificación y edición de las secuencias. Una vez obtenidas las secuencias, antes de la edición, se utilizó el 
programa ProSeq3.5 (Filatov, 2009) para la observación de los cromatogramas, y las secuencias fueron 
verificadas a través de la herramienta BLAST del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), para confirmar que 
pertenecían a especímenes de tardígrados. Posteriormente fueron editadas con Proseq y alineadas con el 
algoritmo ClustalW a través del programa MEGA 5.05 (Tamura, 2011). Durante el alineamiento, se realizaron 
correcciones en los marcos de lectura para evitar la presencia de codones de parada que pudieran generar 
errores en los análisis posteriores. 
Distancias genéticas. Se realizó un análisis de divergencia de las secuencias de nucleótidos mediante el 
programa MEGA 5.2.2. (Tamura, 2011), utilizando el modelo de distancia de Kimura 2-parámetros para calcular 
las distancias intraespecíficas e interespecíficas, con un modelo bootstrap de 1000 réplicas, registrándose los 
valores promediados de distancias y los errores estándar (SE). Para distinguir entre diferentes especies con 
base en los valores de distancia, se tuvo en cuenta un umbral de divergencia del 3% en el gen COI, propuesto 
para tardígrados por Cesari et al. (2009). 
Teniendo en cuenta los valores de distancia, se realizó un análisis Neighbor-Joining (NJ) para obtener la 
representación gráfica de los patrones de divergencia obtenidos. Para este análisis, se designó el 
heterotardígrado Echiniscus testudo como grupo externo. 
Ilustración de heterogeneidad del COI. Para ilustrar la heterogeneidad de sitios específicos dentro del gen 
COI, se realizó una representación de la variación del fragmento de las secuencias obtenidas a través del 
programa en línea Fingerprint (http://evol.mcmaster.ca/fingerprint). 
Inclusión de secuencias a bases de datos. Las siete secuencias obtenidas fueron registradas en GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), utilizando la aplicación Sequin (versión 12.30) y siguiendo las 
instrucciones del portal web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Sequin/QuickGuide/sequin.html. Tras su aprobación, se 
les asignaron los códigos correspondientes. 
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Para el análisis de divergencia, se utilizaron secuencias de otros ejemplares del mismo género, descargadas de 
GenBank, para realizar una comparación de las distancias interespecíficas (Tabla 1). El heterotardígrado 
Echiniscus testudo fue escogido como grupo externo. 
Tabla 1. Secuencias de Paramacrobiotus y grupo externo descargadas de GenBank. 
Especie Origen Código GenBank 
Paramacrobiotus richtersi 1 Italia AY598779.1 
Paramacrobiotus richtersi 2 Italia AY598778.1 
Paramacrobiotus richtersi 3 Alemania EU244605.1 
Paramacrobiotus sp. grupo "richtersi" 1 Estados Unidos EU244597.1 
Paramacrobiotus sp. grupo "richtersi" 2 Kenia EU244598.1 
Paramacrobiotus sp. grupo "richtersi" 3 Kenia EU244599.1 
Paramacrobiotus grupo richtersi 1 España FJ435809.1 
Paramacrobiotus grupo richtersi 2 España FJ435808.1 
Paramacrobiotus tonollii No disponible EU244609.1 








5.1. Identificación morfológica 
5.1.1. Géneros y especies de tardígrados 
 
Se encontraron 275 ejemplares de tardígrados en las muestras colectadas. 230 especímenes fueron 
identificados en 13 especies, distribuidas en ocho géneros (Calcarobiotus, Doryphoribius, Echiniscus, 
Macrobiotus, Milnesium, Minibiotus, Paramacrobiotus, Pseudechiniscus) y cuatro familias (Echiniscidae, 
Isohypsibiidae, Macrobiotidae, Milnesiidae). Los resultados son mostrados en la Tabla 2. 
Tabla 2. Catálogo de las especies de la cuenca baja del río Manzanares. Las abreviaturas de microhábitats 
corresponden a: B, briófito; H, hepáticas; L, liquen; M, musgo. Entre paréntesis se indica la especie, género o 
familia de briofito o hepática, cuando fue posible su identificación Los números en sustratos corresponden a: 1, 
sobre corteza de árbol; 2, sobre roca. 
Morfoespecie 
No. 
Especímenes Sustrato Microhábitat No. Acceso a colección 
HETEROTARDIGRADA: 
ECHINISCOIDEA: ECHINISCIDAE    
  




00167, 00171, 00172 
Pseudechiniscus novaezelandiae 
var. aspinosa Iharos, 1963 
37 1 
L; H (F. ericoides); 
M (Oreoweisia sp.) 
CBUMAG:TAR:00023, 
00024, 00025, 0028, 0030 
 
   
 
EUTARDIGRADA: APOCHELA: 
MILNESIIDAE    
 Milnesium katarzynae Kaczmarek, 
Michalczyk & Beasley, 2004 
3 1 L; B CBUMAG:TAR:00035, 
00166, 00176 
Milnesium sp. 1 9 1 L; B 
CBUMAG:TAR:00004, 
00006, 00007, 00174, 
00175 
 
   
 
EUTARDIGRADA:PARACHELA: 
ISOHYPSIBIIDAE    
 
Doryphoribius quadrituberculatus 
Kaczmarek & Michalczyk, 2004 
7 1 
L; M (Oreoweisia 
sp.) 
CBUMAG:TAR:00008, 
00009, 00019, 00031, 
00175, 00176 
Doryphoribius sp 1. grupo evelinae 12 1 
L; M (Oreoweisia 
sp.) 
CBUMAG:TAR:00007, 
00009, 00010, 00019, 
00031, 00166, 00168, 
00171 
Doryphoribius sp 1. grupo 
vietnamensis  
5 1 M (Oreoweisia sp., 
Racopilum sp.) 
CBUMAG:TAR:00015, 

















Macrobiotus grupo hufelandi sp. 1 5 1 B 
CBUMAG:TAR:00004, 
00171 
Macrobiotus grupo hufelandi sp 2. 2 1 B CBUMAG:TAR:00013 
Minibiotus intermedius (Plate, 1889) 2 1 L; B 
CBUMAG:TAR:00003, 
00034 
Paramacrobiotus grupo areolatus 
sp 1. 
5 1 
H (F. ericoides); M 
(Racopilum sp.) 
CBUMAG:TAR:00015, 
00027, 00036, 00172, 
00176 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp 
1. 
105 1, 2 
L; H ( F. ericoides, 







00002, 00004, 00005, 
00006, 00007, 00008, 
00009, 00010, 00011, 
00013, 00014, 00020, 
00022, 00023, 00024, 
00026, 00027, 00029, 
00030, 00031, 00033, 
00034, 00035, 00164, 
00165, 00166, 00171, 
00173 
 
Debido al estado de los ejemplares restantes (ausencia de estructuras de carácter taxonómico, errores en el 
montaje), 45 especímenes fueron identificados como Paramacrobiotus (27 especímenes), Doryphoribius (5 
especímenes), Echiniscidae (1 espécimen) y Macrobiotidae (12 ejemplares). 
Entre los géneros encontrados, Paramacrobiotus fue el género más común de tardígrados en las muestras (137 
especímenes, un 49,82% del total de los individuos), mientras que Minibiotus fue el género más escaso, con 
dos especímenes (Fig. 3). Doryphoribius fue el género más diverso, con tres especies en total; en contraste, los 




Figura 3. Abundancias de los taxones de tardígrados del sector de Bonda, en el río Manzanares. 
En este estudio se registran por primera vez los géneros Doryphoribius Pilato 1969 y Calcarobiotus Dastych 
1993, en Colombia, y se reconoce la presencia del género Paramacrobiotus Guidetti, Schill, Bertolani, Dandekar 
y Wolf 2009, al cual pertenecen las especies Paramacrobiotus areolatus, P. derkai y P. richtersi, presentes en el 
país, y anteriormente descritas dentro del género Macrobiotus. Igualmente, se amplía la distribución de las 
especies Doryphoribius quadrituberculatus, registrada por primera vez en Costa Rica (Kaczmarek y Michalczyk, 
2004), y Milnesium katarzynae, registrada en China (Michalczyk, Kaczmarek y Beasley, 2004) y Costa Rica (Ł. 
Kaczmarek, com. pers). 
 
5.1.2. Clave taxonómica de los géneros de tardígrados presentes en la cuenca baja del río Manzanares 
 
1. Cirro A presente…………………………………………………………………………………………………..…….. 2. 
1a. Cirro A ausente…………………………………………………………………………………………………...……. 3. 
2. Presencia de una placa pseudosegmental entre la tercera placa media y la placa terminal 
dorsal………………………………………………………..……………………………………………. Pseudechiniscus. 
2a. Placa pseudosegmental ausente……………………………………………………………………….... Echiniscus. 
3. Papilas cefálicas presentes………………………………………………………………………..………... Milnesium. 
3a. Papilas cefálicas ausentes……………………………………………………………………………..…………….. 4. 
4. Configuración de las garras 2:1:2:1 (secundaria: primaria: secundaria: primaria)………………... Doryphoribius. 



















5. Punto de inserción de los soportes de los estiletes ubicados cerca de la mitad de la longitud del tubo 
bucal………………………………………………………………………………………………………………. Minibiotus. 
5a. Punto de inserción de los soportes de los estiletes ubicados en la mitad posterior del tubo 
bucal………………………………………………………………………………………………………..……………….. 6. 
6. Uñas de tipo Calcarobiotus (porción basal ancha, con ramas casi simétricas, dispuestas en forma de 
V)........................................................................................................................................................ Calcarobiotus 
6ª. Uñas de tipo Macrobiotus (porción basal delgada, con ramas en forma de Y)................................................ 7. 
7. Microplacoides siempre presentes, alejados del último macroplacoide a una distancia menor o igual a su 
longitud…………………………………………………………………………………………………….…… Macrobiotus. 
7a. Microplacoides presentes o ausentes; si están presentes, alejados del último macroplacoide a una distancia 
mayor a su propia longitud……………………………………………………………...……………… Paramacrobiotus. 
 
5.1.3. Descripción morfológica de las especies o morfoespecies 
Heterotardigrada: Echiniscoidea: Echiniscidae 
Cuerpo corto y ancho. Cutícula engrosada, dividida dorsalmente en placas medianas impares (placas I-IV) y 
placas pareadas (1-3). Patas terminadas en garras, en ocasiones con espuelas en las garras internas. 
Presencia de cirros cefálicos y papilas. Pueden presentar otros apéndices dorsales. En el género 
Pseudechiniscus, presencia de una placa pseudosegmental (IIIb) entre la tercera placa mediana (III) y la placa 
terminal dorsal (IV) (Ramazzotti y Maucci, 1983). 
Echiniscus sp. 1 (Fig. 4) 
 
Figura 4. Echiniscus sp. 1 (100x). 1-3: placas medianas; CA: cirro A; Ce: cirro externo; Ci: cirro interno; Cl: 
clava; I-IV: placas medias; Pc: papila cefálica; Plc: placa cefálica. 
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Bl: 77-144 µm. Coloración verde brillante, en vida. Longitud del cirro A: 9-25 µm. Presencia de cirros externos e 
internos, papila cefálica y clava. Placa cefálica sin facetas. Placas medianas y pareadas divididas en dos 
porciones por una línea transversal. Presencia de tercera placa mediana. Ornamentación dorsal compuesta de 
pequeños gránulos dispersos en todas las placas; puntos brillantes de mayor tamaño, menos abundantes. 
Placa terminal sin muescas. Garras internas de todas las patas con espuelas. Presencia de una papila en el IV 
par de patas. Espinas pequeñas laterales en D. 
33 especímenes encontrados en la hepática Frullania ericoides. 29 de los ejemplares fueron encontrados en 
una misma muestra. 
Pseudechiniscus novaezelandiae var. aspinosa Iharos, 1963 (Fig. 5) 
 
Figura 5. Pseudechiniscus novaezelandiae var. aspinosa. A: vista general del cuerpo (100x). B: vista de la 
placa pseudosegmental y la cuarta placa principal, mostrando la ornamentación (100x). Las flechas indican las 
líneas que unen los gránulos. 1-3: placas medianas; CA: cirro A; Ce: cirro externo; Ci: cirro interno; Cl: clava; I-
IV: placas medias; IIIbis: placa pseudosegmental; Pc: papila cefálica; Plc: placa cefálica. 
Bl: 99-185 µm. Coloración anaranjada brillante, en vida. Longitud del cirro A: 12-27 µm. Presencia de cirros 
externo e interno, papila cefálica, clava y manchas oculares. Placa cefálica claramente facetada; placa 
escapular con un surco transversal. Primera y tercera placa mediana de forma triangular, primera y segunda 
placa mediana dividida en dos porciones por una línea transversal. Placa pseudosegmental, subdividida en 
algunos ejemplares, con lóbulos en el margen posterior. Placa terminal con dos muescas. Ornamentación de 
placas dorsales compuesta por gránulos de tamaño variable unidos por líneas. Superficie ventral con puntos 
distribuidos en un patrón reticulado. Garras internas de todas las patas con espuelas. Presencia de una papila 
en el IV par de patas. 
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37 especímenes encontrados en la hepática Frullania ericoides y musgos del género Oreoweisia. 34 de los 
ejemplares fueron encontrados en una misma muestra. 
 
Eutardigrada: Apochela: Milnesiidae 
Presencia de papilas peribucales y laterales pareadas. Garras dobles, con ramas primarias y secundarias 
completamente separadas. Tubo bucal rígido (Milnesium, Milnesioides) o dividido en una porción rígida y una 
porción flexible (Limmenius). Lámina ventral y placoides ausentes (Pilato y Binda, 2010). 
Milnesium katarzynae Michalczyk, Kaczmarek y Beasley, 2004 (Fig. 6) 
 
Figura 6. Milnesium katarzynae. A: vista general del cuerpo (40x); B: detalle del tubo bucal (100x); C: detalle de 
las garras del cuarto par de patas (100x). Bt: tubo bucal; Es: estiletes; Mb: rama primaria; Sb: rama secundaria; 
Ves: vainas de los estiletes. 
Bl: 240-293 µm. Cuerpo transparente. Ocelos ausentes. Cutícula dorsal con fina escultura granular, mejor 
visible en la parte dorsocaudal del cuerpo. Tubo bucal: btl de 25-26 µm, aw de 11-12 µm, ew de 9-10,8 µm y pw 
de 9,8-10,2 µm. El pt del punto de inserción de los soportes de los estiletes es 68-72 % de la longitud del tubo 
bucal. Seis lamelas peribucales. Dos lamelas laterales. Garras dobles con puntas accesorias en las ramas 
primarias; las puntas accesorias son pequeñas y pueden parecer ausentes. Sb externas e internas en patas I-III 
con dos puntas; en anteriores y posteriores de la pata IV, con dos puntas. Cl: 8 (LI)-10 (LIV) µm en mb externas 
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y/o anteriores, 8 (LI)-10,2 (LIV) µm en mb internas y/o posteriores; 6,3 (LIII)-8 (LIV) µm en b+sb externas y/o 
anteriores, 6 (LII)-8 (LIII) µm en b+sb internas y/o posteriores. 
3 especímenes encontrados en briófitos y líquenes. El ejemplar de mayor tamaño (Fig. 5-A) carece del tubo 
bucal, posiblemente expulsado durante el montaje, o por un proceso de premuda en el medio. 
Milnesium sp. 1 (Fig. 7) 
 
Figura 7. Milnesium sp. 1. A: vista general del cuerpo (40x); B: detalle del tubo bucal (100x); C: detalle de las 
garras del cuarto par de patas (100x). La flecha indica la tercera punta de la garra posterior. Bt: tubo bucal; Es: 
estiletes; Mb: rama primaria; Pl: papila lateral; Ppb: papilas peribucales; Sb: rama secundaria; Ses: soportes de 
los estiletes; Ves: vaina de los estiletes. 
 
Bl: 320-608 µm. Cuerpo transparente. Ocelos presentes. Cutícula lisa. Tubo bucal: btl de 31-45 µm, aw de 16-
24 µm, ew de 15-23 µm y pw de 15,5-22 µm. El pt del punto de inserción de los soportes de los estiletes es 
65,9-72,7 % de la longitud del tubo bucal. Seis lamelas peribucales. Dos lamelas laterales. Garras dobles con 
puntas accesorias en mb. Sb internas y externas en patas I-III con tres puntas. Sb en garras anteriores y 
posteriores en la pata IV con tres puntas. La tercera punta en las garras posteriores del cuarto par de patas 
(punta basal) se encuentra pobremente desarrollada en comparación con las puntas de las patas anteriores. Cl: 
10 (LI)-20 (LIV) µm en mb externas y/o anteriores, 10 (LI)-23 (LIV) µm en mb internas y/o posteriores; 8 (LI)-16 
(LIV) µm en b+sb externas y/o anteriores, 8 (LIII)-17,5 (LIV) µm en b+sb internas y/o posteriores. 
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9 especímenes encontrados en briófitos y líquenes. La tercera punta de las garras posteriores puede ser difícil 
de observar debido a su tamaño, o si la garra se encuentra en una posición lateral. 
 
Eutardigrada: Parachela: Isohypsibiidae 
Papilas cefálicas ausentes. Garras dobles del tipo Isohypsibius (rama secundaria y sección basal dispuestas en 
un ángulo casi recto); las garras dobles de una misma pierna son ligeramente diferentes una de otra en tamaño 
y forma. Tubo bucal con lámina ventral ausente (excepto Doryphoribius); dos o tres macroplacoides faríngeos. 
Microplacoides ausentes (Pilato y Binda, 2010). 
Doryphoribius quadrituberculatus Kaczmarek y Michalczyk, 2004 (Fig. 8) 
 
Figura 8. Doryphoribius quadrituberculatus. A: vista general del cuerpo (40x); B: detalle del tubo bucal (100x); 
C: detalle de las garras del cuarto par de patas (100x). Br: barra de refuerzo; Bt: tubo bucal; Es: estiletes; Gib: 
gibosidades; Ma: macroplacoides; Mb: rama primaria; O: ocelos; Sb: rama secundaria. 
Bl: 310-498 µm. Color amarillo, en vida. Ocelos presentes. Cutícula dorso-lateral con diseño reticular. Dos pares 
de gibosidades cuticulares en la parte dorso-caudal del cuerpo. Tubo bucal: btl de 47-53 µm y ew de 4-6,5 µm. 
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El pt del punto de inserción de los soportes de los estiletes es 66-78 % de la longitud del tubo bucal. Armadura 
bucal con seis dientes dorsales y cinco dientes ventrales. Dos juegos de macroplacoides en la faringe. Garras 
de tipo Isohypsibius, robustas. Cl: 12 (LII)-16,5 (LIV) µm en mb externas y/o anteriores, 11 (LIII)-20 (LII) µm en 
mb internas y/o posteriores; 8 (LIV)-14 (LIII) µm en sb externas y/o anteriores, 7 (LIII)-15 (LI) µm en sb internas 
y/o posteriores. 
Siete especímenes encontrados en briófitos y en musgos del género Oreoweisia. 
Doryphoribius grupo evelinae sp. 1 (Fig. 9) 
 
Figura 9. Doryphoribius grupo evelinae sp. 1. A: vista general del cuerpo (40x); B: detalle del tubo bucal (100x); 
C: detalle de las garras del segundo par de patas (100x). Br: barra de refuerzo; Bt: tubo bucal; Es: estiletes; Gib: 
gibosidades; Ma: macroplacoides; Mb: rama primaria; Sb: rama secundaria. 
Bl: 166-345 µm. Color amarillo, en vida. Ocelos presentes. Cutícula dorso-lateral con diseño reticular. Ocho 
hileras de gibosidades cuticulares en la parte dorso-caudal del cuerpo (VIII: 2-2-6-6-6-4-2-2). Tubo bucal: btl de 
25-51 µm y ew de 2-7 µm. El pt del punto de inserción de los soportes de los estiletes es 66-85,1 % de la 
longitud del tubo bucal. Armadura bucal con cuatro a cinco dientes dorsales y cinco dientes ventrales. Dos 
juegos de macroplacoides en la faringe. Primer juego de macroplacoides en forma de bastón; segundo de forma 
granular. Patas I, II y III alineadas con las hileras IV, V y VI, respectivamente. Garras de tipo Isohypsibius, 
robustas, con garras basales cortas. Cl: 5,4 (LI)-20,6 (LIV) µm en mb externas y/o anteriores, 6 (LII)-19,5 (LIV) 
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µm en mb internas y/o posteriores; 4 (LII)-13 (LIII) µm en sb externas y/o anteriores, 3 (LIV)-14,5 (LII) µm en sb 
internas y/o posteriores. 
12 especímenes en líquenes y en musgos del género Oreoweisia. Las gibosidades son difíciles de observar en 
algunos ejemplares. 
Doryphoribius grupo vietnamensis sp. 1 (Fig. 10) 
 
Figura 10. Doryphoribius grupo vietnamensis sp. 1. A: vista general del cuerpo (40x); B: detalle del tubo bucal 
(100x); C: detalle de las garras del tercer par de patas (100x). B: base de las garras; Bt: tubo bucal; F: faringe; 
Gib: gibosidades; Ma: macroplacoides; Mb: rama primaria; O: ocelos; Sb: rama secundaria; Ses: soportes de los 
estiletes. 
Bl: 219-310 µm. Ocelos presentes. Cutícula dorso-lateral cubierta con pequeños tubérculos irregulares. Diez 
hileras de gibosidades cuticulares en la parte dorso-caudal del cuerpo (X: 2-4-6-4-6-4-4-4-2-1). Tubo bucal: btl 
de 31-35 µm y ew de 3-3,6 µm. El pt del punto de inserción de los soportes de los estiletes es 64,5-68,8 % de la 
longitud del tubo bucal. Armadura bucal con un diente dorsal y un diente ventral. Tres juegos de macroplacoides 
en la faringe. Patas I, II y III alineadas con las hileras III, V y VII, respectivamente. Garras de tipo Isohypsibius, 
de ramas principales delgadas y secundarias más robustas. Cl: 8 (LI)-14 (LII) µm en mb y/o anteriores, 8 (LI)-
12,4 (LIV) µm en mb internas y/o posteriores; 6 (LII)-8 (LII) µm en sb externas y/o anteriores, 5 (LII)-9,3 (LII) µm 
en sb internas y/o posteriores. 
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Cinco especímenes encontradas en musgos de los géneros Oreoweisia y Racopilum. En algunos ejemplares, la 
ornamentación de la cutícula es bastante tenue y difícil de observar. 
 
Eutardigrada: Parachela: Macrobiotidae 
Papilas cefálicas ausentes. Garras dobles en cada pata, dispuestas simétricamente con respecto al plano 
medio de la pata, similares en tamaño y forma. Las dos ramas de la garra se encuentran unidas en una sección 
basal. Tubo bucal con lámina ventral presente. De dos a tres macroplacoides faríngeos. Microplacoides 
generalmente presentes (ausentes en Paramacrobiotus) (Pilato y Binda, 2010). 
Calcarobiotus sp. 1 (Fig. 11) 
 
Figura 11. Calcarobiotus sp. 1. A: vista general del cuerpo (40x); B: detalle del tubo bucal (100x); B: detalle de 
las garras del tercer par de patas (100x). Ab: armadura bucal; Br: barra de refuerzo; Bt: tubo bucal; Ma: 
macroplacoides; Mi: microplacoides; Mb: rama primaria; Sb: rama secundaria; Ses: soportes de los estiletes. 
Bl: 277,5-559 µm. Ocelos presentes. Tubo bucal: btl de 35-53 µm y ew de 6,5-15 µm. El pt del punto de 
inserción de los soportes de los estiletes es 73,6-81,1 % de la longitud del tubo bucal. Armadura bucal con dos 
a tres dientes en la cresta medioventral. Tres juegos de macroplacoides en la faringe; microplacoides bien 
desarrollados, de tamaño similar al de los macroplacoides en algunos ejemplares. Garras de tipo Calcarobiotus 
en los tres primeros pares de patas; garras en las patas posteriores de tipo Macrobiotus. Cl: 7 (LI)-14 (LIV) µm 
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en mb externas y/o anteriores, 7 (LI)-13 (LIV) µm en mb internas y/o posteriores; 6 (LI)-12 (LIV) µm en sb 
externas y/o anteriores, 6 (LI)-11 (LIV) µm en sb internas y/o posteriores. 
Cinco especímenes encontrados en líquenes y musgos de la familia Stereophyllaceae. En algunos ejemplares, 
la posición de las garras puede generar confusión con el género Macrobiotus; sin embargo, se diferencian en 
que, en Calcarobiotus, la base de las garras es bastante ancha, mientras que en Macrobiotus es más delgada. 
La observación de las garras en los tres primeros pares de patas es útil para su identificación. 
Macrobiotus grupo hufelandi sp. 1 (Fig. 12) 
 
Figura 12. Macrobiotus grupo hufelandi sp. 1. A: vista general del cuerpo (40x); B: detalle del tubo bucal (100x); 
C: detalle de las garras del cuarto par de patas (100x). Bt: tubo bucal; F: faringe; Lu: lúnula; Ma: 
macroplacoides; Mi: microplacoides; Mb: rama primaria; O: ocelos; Sb: rama secundaria; Ses: soportes de los 
estiletes. 
Bl: 177-430 µm. Cuerpo incoloro o de color pardo, de aspecto sucio. Cutícula dorsal con poros (visibles como 
“perlas”). Ocelos presentes, de color amarillo rojizo. Tubo bucal: btl de 29-33 µm de longitud y ew de 2,5-4 µm. 
El pt del punto de inserción de los soportes de los estiletes es 68,7-75 % de la longitud del tubo bucal. 
Armadura bucal poco visible. Dos juegos de macroplacoides en la faringe; el primer juego más grande que el 
segundo; microplacoides presentes. Garras de tipo Macrobiotus, de ramas robustas. Cl: 7 (LI)-10 (LIV) µm en 
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mb externas y/o anteriores, 6,5 (LI)-10 (LIV) µm en mb internas y/o posteriores; 5,5 (LI)-8,8 (LIV) µm en sb 
externas y/o anteriores, 5 (LI)-7 (LIV) µm en sb internas y/o posteriores. 
Cinco especímenes encontrados en briófitos. El pequeño tamaño y la coloración parda en algunos ejemplares 
dificultan la observación de la armadura bucal, necesaria para la identificación. 
Macrobiotus grupo hufelandi sp. 2 (Fig. 13) 
 
Figura 13. Macrobiotus grupo hufelandi sp. 2. A: vista general del cuerpo (40x); B: detalle del tubo bucal (100x); 
C: detalle de las garras del segundo par de patas (100x). Br: barra de refuerzo; Bt: tubo bucal; Ma: 
macroplacoides; Mi: microplacoides; Mb: rama primaria; Sb: rama secundaria; Ses: soportes de los estiletes. 
Bl: 327,5-352,5 µm. Ocelos presentes. Cuerpo blanquecino, de apariencia granulosa. Tubo bucal: btl de 32-33 
µm y ew de 3 µm. El pt del punto de inserción de los soportes de los estiletes es 68,2-71,9 % de la longitud del 
tubo bucal. Armadura bucal poco visible. Dos juegos de macroplacoides en la faringe; el primer juego más 
grande que el segundo; microplacoides presentes. Garras de tipo Macrobiotus, de ramas delgadas. Cl: 7 (LII)-9 
(LIV) µm en mb externas y/o anteriores, 7 (LI)-7,8 (LIII) µm en mb internas y/o posteriores; 5 (LI)-7 (LIV) µm en 
sb externas y/o anteriores, 5 (LI)-6 (LIII) µm en sb internas y/o posteriores. 
Dos especímenes, encontrados en una muestra de briófito. El aspecto granuloso del cuerpo hace difícil 




Minibiotus intermedius (Plate, 1889) (Fig. 14) 
 
Figura 14. Minibiotus intermedius. A: vista general del cuerpo (40x); B: detalle del tubo bucal (100x); B: detalle 
de las garras del cuarto par de patas (100x). Bt: tubo bucal; Ma: macroplacoides; Mi: microplacoides; Mb: rama 
primaria; Sb: rama secundaria. 
Bl: 185 µm (un espécimen). Ocelos presentes. Cutícula dorsal lisa. Tubo bucal: btl de 23 µm y ew de 2,2 µm. El 
pt del punto de inserción de los soportes de los estiletes es 53 % de la longitud del tubo bucal. Tres juegos de 
macroplacoides en la faringe; microplacoide presente. Garras de tipo Macrobiotus, bastante pequeñas. La 
posición de las garras en los ejemplares hace imposible tomar las medidas de forma correcta. Puntas 
accesorias presentes en mb. 
Dos especímenes, uno encontrado en una muestra de liquen (Fig. 13), y otro en un briófito. El segundo 
espécimen se fijó en una postura encorvada, y su tubo bucal fue expulsado, en posición lateral, razón por la 
cual no se tomaron las medidas correspondientes. Sin embargo, sus características morfológicas encajan con la 






Paramacrobiotus grupo areolatus sp. 1 (Fig. 15) 
 
Figura 15. Paramacrobiotus grupo areolatus sp 1. A: vista general del cuerpo (40x); B: detalle del tubo bucal 
(100x); B: detalle de las garras del cuarto par de patas (100x). Ab: armadura bucal; Br: barra de refuerzo; Bt: 
tubo bucal; Lu: lúnula; Ma: macroplacoides; Mb: rama primaria; Ses: soportes de los estiletes. 
Bl: 205-615 µm. Ocelos presentes. Tubo bucal: btl de 24-60 µm y ew de 4-16 µm. El pt del punto de inserción 
de los soportes de los estiletes es 76,9-83,3 % de la longitud del tubo bucal. Armadura bucal con tres dientes en 
la cresta medioventral. Tres juegos de macroplacoides; microplacoides ausentes. Garras de tipo Macrobiotus, 
de base delgada, relativamente pequeñas en comparación con el tamaño del animal. Cl: 5 (LI)-14 (LIV) µm en 
mb externas y/o anteriores, 5 (LI)-14 (LIV) µm en mb internas y/o posteriores; 3 (LI)-11 (LIV) µm en sb externas 
y/o anteriores, 3 (LI)-9 (LII) µm en sb internas y/o posteriores. 





Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 (Fig. 16) 
 
Figura 16. Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1. A: vista general del cuerpo (40x); B: detalle del tubo bucal 
(100x); B: detalle de las garras del cuarto par de patas (100x). Ab: armadura bucal; Bt: tubo bucal; Lu: lúnula; 
Ma: macroplacoides; Mi: microplacoides; Mb: rama primaria; O: ocelos; Sb: rama secundaria; Ses: soportes de 
los estiletes. 
Bl: 150-687,5 µm. Ocelos generalmente presentes. Cutícula con escultura granulada, frecuentemente tenue; 
mayormente visible en las patas posteriores o en el borde de la cutícula dorso-caudal, en muchas ocasiones 
como tubérculos muy pequeños. Tubo bucal: btl de 23-63 µm y ew de 4-18,5 µm. El pt del punto de inserción de 
los soportes de los estiletes es 65,4-86,7 % de la longitud del tubo bucal. Armadura bucal con uno a cuatro 
dientes en la cresta medioventral; frecuentemente dos o tres. Tres juegos de macroplacoides; microplacoides 
presentes. Garras de tipo Macrobiotus, de base delgada. Cl: 5 (LI)-15,5 (LIV) µm en mb externas y/o anteriores, 
5 (LI)-14 (LIV) µm en mb internas y/o posteriores; 4 (LI)-12 (LIV) µm en sb externas y/o anteriores, 3,5 (LI)-11 
(LIV) µm en sb internas y/o posteriores. 
105 especímenes encontrados en muestras de líquenes, hepáticas (F. ericoides) y de musgos (Familia 
Dicranaceae, y géneros Campilum sp., Fissidens sp., Oreoweisia sp. y Racopilum sp.). En la mayoría de los 
especímenes, los ocelos son de forma redondeada. Algunos ejemplares poseen ojos alargados, dispuestos en 
posición longitudinal; sin embargo, esto se debe al aplastamiento del animal durante el montaje, y no a 




5.2. Análisis molecular 
5.2.1. Características de las secuencias 
 
Previamente, se tuvieron en cuenta diferencias morfológicas y morfométricas para dividir las secuencias entre 
tres posibles especies (Tabla 3). Después de la corrección de los marcos de lectura y el alineamiento, cada una 
de las secuencias obtenidas tuvo un total de 722 pb, representando una especie de tardígrado (Par. grupo 
richtersi sp. 1) (Tabla 4); se comprobó que las diferencias morfológicas observadas fueron producto del proceso 
de montaje y observación al microscopio. La composición promedio de nucleótidos fue de T=36%, A=27,5%, 
C=19,5% y G=17% (Tabla 5). 
Tabla 3. Características de las posibles especies de los especímenes enviados a secuenciación. 






























Robustas T1, T2, T5 
 
Tabla 4. Secuencias de Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 obtenidas, y códigos de registro a bases de 
datos. 
 Especie Código GenBank 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T1 KF788251 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T2 KF788252 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T3 KF788253 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T4 KF788254 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T5 KF788255 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T6 KF788256 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T7 KF788257 
 
Tabla 5. Composición nucleotídica de las secuencias de Paramacrobiotus grupo richtersi sp, 1. 
 Especie T C A G 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T1 36,0 19,5 27,6 16,9 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T2 36,0 19,5 27,6 16,9 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T3 36,0 19,5 27,4 17,0 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T4 36,0 19,5 27,4 17,0 
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Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T5 36,0 19,5 27,4 17,0 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T6 36,0 19,5 27,4 17,0 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T7 36,0 19,5 27,4 17,0 
Promedio 36,0 19,5 27,5 17,0 
 
Se obtuvo la composición nucleotídica de las secuencias en conjunto (Tabla 6). Al comparar la composición de 
las secuencias de Par. grupo richtersi sp. 1 observadas individualmente, existen diferencias entre el porcentaje 
de adenina y guanina; en la tabla 5, en cambio, cuando se realiza la comparación de las composiciones 
nucleotídicas con otras secuencias, los porcentajes se vuelven uniformes en las siete muestras.  
Tabla 6. Composición nucleotídica de los especímenes del género Paramacrobiotus y una especie de 
Echiniscus como grupo externo. 
  T C A G 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T1 35,8 19,9 27,5 16,8 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T2 35,8 19,9 27,5 16,8 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T3 35,8 19,9 27,5 16,8 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T4 35,8 19,9 27,5 16,8 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T5 35,8 19,9 27,5 16,8 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T6 35,8 19,9 27,5 16,8 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1 T7 35,8 19,9 27,5 16,8 
Paramacrobiotus richtersi 1 36,1 21,6 24,3 18,0 
Paramacrobiotus richtersi 2 36,3 21,6 24,5 17,6 
Paramacrobiotus richtersi 3 33,5 21,2 29,7 15,5 
Paramacrobiotus sp. grupo "richtersi" 1 36,3 21,6 24,2 18,0 
Paramacrobiotus sp. grupo "richtersi" 2 37,1 19,8 27,3 15,8 
Paramacrobiotus sp. grupo "richtersi" 3 35,6 21,1 27,3 16,0 
Paramacrobiotus grupo richtersi 1 36,1 21,6 24,2 18,1 
Paramacrobiotus grupo richtersi 2 36,3 21,6 24,2 18,0 
Paramacrobiotus tonollii 33,3 21,2 29,9 15,5 
Echiniscus testudo 45,8 14,2 23,5 16,5 
Promedio 36,3 20,3 26,5 16,9 
 
5.2.2. Distancias genéticas 
 
El análisis de distancias de las secuencias obtenidas mostró unas distancias muy bajas, entre 0% (P. grupo 
richtersi T1, T2 y T5-T7) y 0,42% (P. grupo richtersi sp.1 T3-T7) (Tabla 7). El promedio de las distancias entre 
las secuencias fue de 0,23%. Teniendo estos valores en cuenta, y comparándolos con el valor umbral de 
diversidad del gen COI para tardígrados (Cesari et al., 2009), puede afirmarse que las siete secuencias 





Tabla 7. Matriz de divergencia intraespecífica de Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1. El análisis fue realizado 
usando el modelo de distancia Kimura 2-parámetros (K2P). Los números de la parte inferior (negro) representan 
los valores absolutos de distancia de las intersecciones. Los números de la parte superior (azul) representan los 
































































































































Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T1 
 
0,0000 0,0022 0,0022 0,0022 0,0022 0,0022 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T2 0,0000 
 
0,0022 0,0022 0,0022 0,0022 0,0022 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T3 0,0042 0,0042 
 
0,0018 0,0018 0,0000 0,0000 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T4 0,0042 0,0042 0,0028 
 
0,0000 0,0018 0,0018 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T5 0,0042 0,0042 0,0028 0,0000 
 
0,0018 0,0018 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T6 0,0042 0,0042 0,0000 0,0028 0,0028 
 
0,0000 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T7 0,0042 0,0042 0,0000 0,0028 0,0028 0,0000 
  
Las variaciones de las distancias interespecíficas presentaron un margen amplio, desde 0% (P. grupo richtersi 
sp. 1) hasta 56,94% (E. testudo-P. tonollii) (Tabla 8. El promedio de las distancias fue de 26,78%. Cabe resaltar 




Tabla 8. Matriz de divergencia interespecífica. El análisis fue realizado usando el modelo de distancia Kimura 2-parámetros (K2P). Los números de la 
parte inferior (negro) representan los valores absolutos de distancia de las intersecciones. Los números de la parte superior (azul) representan los 























































































































































































































































Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T1 
 
0,0000 0,0022 0,0022 0,0022 0,0022 0,0022 0,0345 0,0309 0,0308 0,0316 0,0320 0,0339 0,0319 0,0312 0,0324 0,0541 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T2 0,0000 
 
0,0022 0,0022 0,0022 0,0022 0,0022 0,0345 0,0309 0,0308 0,0316 0,0320 0,0339 0,0319 0,0312 0,0324 0,0541 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T3 0,0033 0,0033 
 
0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0350 0,0312 0,0310 0,0319 0,0329 0,0340 0,0322 0,0315 0,0326 0,0550 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T4 0,0033 0,0033 0,0000 
 
0,0000 0,0000 0,0000 0,0350 0,0312 0,0310 0,0319 0,0329 0,0340 0,0322 0,0315 0,0326 0,0550 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T5 0,0033 0,0033 0,0000 0,0000 
 
0,0000 0,0000 0,0350 0,0312 0,0310 0,0319 0,0329 0,0340 0,0322 0,0315 0,0326 0,0550 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T6 0,0033 0,0033 0,0000 0,0000 0,0000 
 
0,0000 0,0350 0,0312 0,0310 0,0319 0,0329 0,0340 0,0322 0,0315 0,0326 0,0550 
Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1  T7 0,0033 0,0033 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 
 
0,0350 0,0312 0,0310 0,0319 0,0329 0,0340 0,0322 0,0315 0,0326 0,0550 
Paramacrobiotus richtersi 1 0,3469 0,3469 0,3469 0,3469 0,3469 0,3469 0,3469 
 
0,0059 0,0333 0,0057 0,0358 0,0363 0,0061 0,0059 0,0349 0,0540 
Paramacrobiotus richtersi 2 0,3068 0,3068 0,3068 0,3068 0,3068 0,3068 0,3068 0,0219 
 
0,0297 0,0022 0,0321 0,0326 0,0028 0,0021 0,0312 0,0508 
Paramacrobiotus richtersi 3 0,2940 0,2940 0,2940 0,2940 0,2940 0,2940 0,2940 0,3278 0,2891 
 
0,0304 0,0282 0,0296 0,0306 0,0305 0,0049 0,0528 
Paramacrobiotus sp. grupo "richtersi" 1 0,3141 0,3141 0,3141 0,3141 0,3141 0,3141 0,3141 0,0219 0,0033 0,2961 
 
0,0324 0,0329 0,0027 0,0022 0,0320 0,0508 
Paramacrobiotus sp. grupo "richtersi" 2 0,3185 0,3185 0,3257 0,3257 0,3257 0,3257 0,3257 0,3609 0,3224 0,2807 0,3262 
 
0,0081 0,0325 0,0316 0,0304 0,0490 
Paramacrobiotus sp. grupo "richtersi" 3 0,3326 0,3326 0,3326 0,3326 0,3326 0,3326 0,3326 0,3604 0,3219 0,3008 0,3256 0,0424 
 
0,0331 0,0320 0,0320 0,0517 
Paramacrobiotus grupo richtersi 1 0,3172 0,3172 0,3172 0,3172 0,3172 0,3172 0,3172 0,0236 0,0049 0,2966 0,0049 0,3267 0,3262 
 
0,0027 0,0321 0,0516 
Paramacrobiotus grupo richtersi 2 0,3104 0,3104 0,3104 0,3104 0,3104 0,3104 0,3104 0,0219 0,0033 0,2961 0,0033 0,3188 0,3182 0,0049 
 
0,0320 0,0517 
Paramacrobiotus tonollii 0,3104 0,3104 0,3104 0,3104 0,3104 0,3104 0,3104 0,3452 0,3052 0,0168 0,3125 0,3070 0,3283 0,3130 0,3125 
 
0,0548 




5.2.3. Análisis de vecino más cercano (NJ) 
 
El análisis de vecino más cercano (NJ) muestra cuatro grupos que presentan nodos respaldados por valores de 
bootstrap de 100% (Figura 17). El primer grupo está representado por las secuencias de P. grupo richtersi sp. 1, 
sustentando el hecho de que los especímenes pertenecen a la misma especie. El segundo grupo está 
conformado por P. richtersi 3 y P. tonollii. El tercer grupo está compuesto por las secuencias 1 y 2 de P. richtersi 
(Italia), la secuencia 1 de P. sp. grupo “richtersi” (Estados Unidos) y las secuencias de P. grupo richtersi 
(España); es decir, las secuencias de Paramacrobiotus de la región Holártica. 
Un cuarto grupo ubica a los especímenes de P. sp. grupo “richtersi” 2 y 3. Estas secuencias fueron generadas a 
partir de ejemplares colectados en Kenia, por lo cual es posible que se traten de Paramacrobiotus kenianus 
(Schill et al., 2010). Esta especie fue descrita casi exclusivamente a partir de datos moleculares del espaciador 
interno terminal 2 (ITS2), y no cuenta con una clara diferenciación morfológica de P. richtersi, salvo por algunas 
diferencias morfométricas menores. 
 
Figura 17. Árbol de vecino más cercano construido bajo el modelo de distancia Kimura 2-parámetros, a partir 
de secuencias de COI de Paramacrobiotus (Tardigrada: Macrobiotidae), con una secuencia de heterotardígrado 
como grupo externo. Abreviaturas: GER, Alemania; ITA, Italia; KEN, Kenia; SPA, España; USA, Estados 
Unidos. 
 
5.2.4. Análisis de la heterogeneidad del COI 
 
En el código de barras obtenido mediante Fingerprint, se observa, de forma más gráfica, la información 
presente en la Tabla 4, donde se evidencia un alto porcentaje de timina y adenina en las secuencias de P. 
grupo richtersi sp. 1 (Figura 18). El valor de la longitud de las barras en las secuencias fue de 0,00046, cifra que 




Figura 18. Código de barras de Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1, generado a través de la herramienta 
Fingerprint. Los números al lado del nombre de la especie representan, de izquierda a derecha, el número de 




6.1. Identificación y distribución de las especies 
 
Tradicionalmente, se ha considerado que algunas especies de tardígrados, como Macrobiotus hufelandi y 
Milnesium tardigradum son cosmopolitas (Pennak, 1978; Michalczyk et al., 2012). Sin embargo, debido a que 
algunos géneros de tardígrados presentan pocas diferencias morfológicas entre las especies, muchas de ellas 
han sido identificadas como una misma especie en áreas geográficas apartadas. El desarrollo de técnicas de 
biología molecular y nuevos avances en la microscopía han permitido la creación de grupos y complejos de 
especies que comparten caracteres morfológicos, como sucede en los géneros Macrobiotus (Bertolani y 
Rebecchi, 1993; Kaczmarek et al., 2011b), Paramacrobiotus (Guidetti et al., 2009) y Doryphoribius (Michalczyk y 
Kaczmarek, 2010). Adicionalmente, algunas especies han sido separadas recientemente a través de estudios 
genéticos sin realizar una distinción morfológica de especies consideradas cosmopolitas (Schill et al., 2010), lo 
que dificulta aún más el estado de conocimiento actual del género. 
En el caso del género Doryphoribius, las especies actuales se encuentran divididas en cuatro grupos (evelinae, 
doryphorus, vietnamensis y zappalai), de acuerdo a caracteres morfológicos como el número de 
macroplacoides faríngeos y la presencia o ausencia de gibosidades cuticulares (Michalczyk y Kaczmarek, 
2010). Las especies encontradas en el presente estudio fueron identificadas teniendo en cuenta este sistema 
de clasificación. Sin embargo, debe hacerse énfasis en que tal sistema fue diseñado para facilitar la 
identificación morfológica de especímenes de este género, y que ante la ausencia de estudios moleculares,  
una hipótesis sobre la relación filogenética interespecífica es actualmente desconocida (Michalczyk y 
Kaczmarek, 2010; Lisi, 2011). 
El género Milnesium en Colombia constituye un caso particular. Tradicionalmente, se consideraba que este 
género estaba representado globalmente por una única especie, Milnesium tardigradum, y que esta especie 
podía tener distintas configuraciones en las garras (Ramazzotti y Maucci, 1983; Michalczyk et al., 2012). Sin 
embargo, a raíz del estudio de Michalczyk et al. (2012), se ha definido la especie Milnesium tardigradum sensu 
stricto con base en sus estudios morfológicos y moleculares, y en las ilustraciones de la descripción original de 
Doyère (1840), por lo cual se requiere una revisión a nivel mundial de la distribución real de la especie. En 
Colombia, M. tardigradum fue registrada por Marcus (1936) y por Jerez et al. (2002), ambos haciendo énfasis 
en la heterogeneidad de la configuración de sus garras. De hecho, si se comparan las ilustraciones de Marcus 
con las fotografías de Jerez et al., se puede notar que la configuración de las garras no corresponde a la 
configuración presentada en las ilustraciones originales de Doyère, ni a la configuración en las fotografías de 
Michalczyk et al (2012); por lo tanto, se requiere una revisión de especímenes del género a nivel nacional para 
confirmar su estado de conocimiento. Basados en la configuración de las garras (Marcus, 1936; Jerez et al., 
2002; Michalczyk et al., 2012), es probable que existan al menos tres especies de Milnesium presentes en 
Colombia. 
En el presente estudio, la clase Eutardigrada fue la clase que presentó un mayor número de individuos, casi un 
75% del total de especímenes encontrados en el área de Manzanares. Al mismo tiempo, fue la clase con mayor 
número de especies (11 de 13 especies), de las cuales, las especies de la familia Macrobiotidae aportaron más 
de la mitad de los especímenes totales. En cuanto a la clase Heterotardigrada, aunque contó con sólo dos 
especies en el área de estudio (Pseudechiniscus novaezelandiae var. aspinosa y Echiniscus sp. 1), los 
especímenes encontrados sumaron poco más de una cuarta parte del total de tardígrados del estudio. Estas 
diferencias de diversidad son consistentes con lo observado en otros estudios realizados en Centro y 
Suramérica (Claps y Rossi, 1997; Nickel et al., 2001; Pilato et al., 2001; Jerez et al., 2002; Kaczmarek et al., 
2011a). Una notable ausencia en el estudio fue el género Hypsibius, que ha sido encontrado en otros estudios 
en el país (Marcus, 1936; Jerez et al., 2002), y cuenta actualmente con dos especies registradas para el país 
(Degma et al., 2008). Esto podría deberse a una asociación con microhábitats relacionados a ecosistemas de 
alta montaña (Jerez et al., 2002), en contraste con el área del presente estudio, ubicada en una baja altitud. 
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Parece existir una cierta correlación entre algunas de las especies de tardígrados encontradas en el estudio y el 
tipo de microhábitat. Por ejemplo, los ejemplares de Doryphoribius se encontraron principalmente en musgos de 
los géneros Oreoweisia y Racopilum. De manera similar, Echiniscus y Pseudechiniscus tuvieron una mayor 
concentración en la hepática Frullania ericoides, de forma tal que, por ejemplo, 34 de los 37 especímenes de 
Pseudechiniscus se encontraron en una misma muestra. Esta posible correlación ya había sido observada por 
Jerez et al. (2002). 
Debido a la naturaleza hidrófila de los tardígrados, se ha postulado que las mayores abundancias de 
tardígrados se encuentran en briófitos con crecimiento pleurocárpico, los cuales pueden retener una mayor 
cantidad de humedad y proveen a los tardígrados con varias capas de sustrato para su desarrollo (Hallas, 1978; 
Jerez et al., 2002; Schuster y Greven, 2007); la hepática Frullania ericoides y el musgo Fissidens, en los cuales 
se encontraron más especímenes, presentan este tipo de crecimiento. Determinados factores que influyen 
directamente en el microhábitat, tales como la altitud, el hábitat y el sustrato, pueden ser fundamentales en la 
distribución y la densidad de las especies (Northcote-Smith, 2012). Sin embargo, debido a los resultados 
contradictorios frecuentemente observados en los estudios ecológicos con tardígrados, es aconsejable utilizar 
números muy altos de muestras para poder realizar estudios de correlación robustos (Kaczmarek et al., 2011c; 
Northcote-Smith, 2012). 
La diversidad de tardígrados en la región de Santa Marta parece ser notable, puesto que en una misma 
localidad, con un espacio geográfico relativamente pequeño, se encontraron 13 especies de ocho géneros 
diferentes. Teniendo en cuenta que actualmente se reconocen 30 especies en Colombia (Degma et al., 2008), 
el número de especies encontradas en la parte baja del Manzanares es una cifra proporcionalmente importante. 
Estudios relacionados han encontrado distribuciones similares e incluso un poco mayores entre localidades 
(Claps y Rossi, 1997; Nickel et al., 2001; Jerez et al., 2002). El número de especies por muestra presentó una 
variación entre una y cuatro, valores similares a los obtenidos en otros estudios (Pilato et al., 2001; Jerez et al., 
2002). 
 
6. 2. Importancia de la biología molecular en la identificación taxonómica 
 
En la última década, los estudios moleculares con tardígrados se han incrementado notablemente, obteniendo 
resultados como el establecimiento de metodologías y protocolos de trabajo (Schill, 2007; Schill y Steinbrück, 
2007; Cesari et al., 2009) y la formación de nuevos géneros y especies a partir de taxones con características 
más bien uniformes (Guidetti et al., 2009; Schill et al., 2010). El gen COI, en particular, es una fuente de 
información muy útil para la diferenciación entre especies muy cercanas de tardígrados, o grupos de especies 
con escasas diferencias morfológicas (Cesari et al., 2009; Bertolani et al., 2011); sin embargo, debe admitirse 
que este gen, como única fuente de información molecular, no es suficiente para generar relaciones 
filogenéticas robustas, y es necesario integrar su información con otros genes (18S, 28S, ITS2), y con la 
información morfológica (DeSalle et al., 2005; Guidetti et al., 2009, Bertolani et al., 2011; Guil y Giribet, 2012). 
Los resultados de los análisis de distancias genéticas del presente estudio son similares a los valores obtenidos 
en otras investigaciones con códigos de barras generados a partir del COI en tardígrados (Cesari et al., 2009, 
2013; Bertolani et al., 2011) y en otros grupos, como artrópodos (Solano, 2013). 
A partir de un estudio morfológico y molecular del eutardígrado Macrobiotus macrocalix, se propuso un umbral 
de divergencia del 3% para distinguir entre las especies de tardígrados, un valor semejante al de otros grupos 
de invertebrados (Cesari et al., 2009). Las secuencias generadas en el presente estudio mostraron valores de 
divergencia muy bajos (0-0,42%), por lo cual encajaron dentro del intervalo de distancias intraespecíficas. 
Previamente, las muestras de ADN originales fueron subdivididas en tres posibles especies diferentes, teniendo 
en cuenta algunas características morfológicas y morfométricas (proporción de la longitud tubo bucal/cuerpo, 
forma de las manchas oculares, proporción de las garras). Sin embargo, en ocasiones, durante el proceso de 
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montaje en placas, los tardígrados pueden sufrir alteraciones morfológicas debidas al aplanamiento del 
espécimen con el cubreobjetos, o por errores en la aplicación del medio de Hoyer, razón por la cual se debe 
tener cuidado al seleccionar caracteres morfológicos significativos para la identificación (O. Lisi, com. pers.). Los 
equipos de trabajo también pueden, en ocasiones, ser insuficientes para observar algunos caracteres 
morfológicos (Bertolani et al., 2011). Los valores de distancia obtenidos de estas secuencias confirmaron que, 
en efecto, algunos caracteres observados en el microscopio antes del aislamiento de los especímenes fueron, 
en realidad, alteraciones provocadas por el proceso de montaje en las placas para observación, y no 
representaban diferencias morfológicas reales o significativas. La aplicación de métodos de preparación de 
especímenes genóforos y del material fotográfico correspondiente (Bertolani et al., 2011; Cesari et al., 2011) y 
el cultivo de especies a partir de los huevos (Kagoshima et al., 2013) deben aplicarse en un futuro para un 
análisis taxonómico más fidedigno de los ejemplares seleccionados para extracción y amplificación del ADN. 
Algunos resultados peculiares se obtuvieron del análisis de divergencia interespecífica. El primer resultado fue 
que las secuencias de P. richtersi (Italia), la secuencia 1 de P. sp. grupo “richtersi” (Estados Unidos) y las 
secuencias de P. grupo richtersi (España) presentaron valores de distancias oscilando entre 0,33% y 2,19%. De 
acuerdo al umbral de divergencia propuesto para tardígrados, tales valores indican que estos especímenes 
pertenecen a una misma especie. Si se considera a estas secuencias como P. richtersi,  y pueden confirmarse 
estos datos a través de análisis filogenéticos y estudios morfológicos en otras regiones del mundo, sería posible 
definir a P. richtersi como una especie de distribución, al menos, holártica, lo cual resolvería su estatus 
actualmente dudoso como especie cosmopolita. 
De forma similar, la distancia de la secuencia de P. tonollii con respecto a la de P. richtersi 3 fue de 1,68%, valor 
sorprendentemente bajo, y que sugiere que podrían pertenecer a una misma especie. De forma similar, la 
distancia de P. richtersi 3 y P. tonollii con respecto a los otros dos especímenes de P. richtersi osciló entre 
28,91% (P. richtersi 3-P. richtersi 1) y 34,52% (P. tonollii-P. richtersi 1). Estos resultados indican que la 
secuencia de P. richtersi 3 podría tratarse, en realidad, de P. tonollii. Morfológicamente, P. tonollii pertenece al 
grupo de especies Paramacrobiotus areolatus, caracterizados principalmente por carecer de microplacoides 
faríngeos, característica que los diferencia del grupo richtersi, que sí los posee (Guidetti et al., 2009). Por ello, 
es extraño que secuencias de dos especímenes aparentemente de especies diferentes presenten tales valores 
de distancia, a menos que haya ocurrido un error en la identificación de P. richtersi 3. En estos casos es 
necesario realizar análisis filogenéticos complementarios, con el fin de comparar los resultados y obtener 
conclusiones sólidas. 
Aunque las secuencias de Paramacrobiotus de Kenia se agruparon juntas en un mismo nodo, y  es probable 
que se trate de P. kenianus, el valor de distancia de P. sp. grupo “richtersi” 3 con respecto al espécimen 2 es de 
4,24%, tal como lo muestra la Tabla 9. Tal valor entra en conflicto con el umbral de diversidad propuesto para el 
gen COI, e indica que podrían tratarse de especies diferentes, o incluso de una especie críptica, como ocurre 
con Macrobiotus hufelandi (Bertolani et al., 2011). P. kenianus no cuenta actualmente con una secuencia 
registrada (o confirmada) de COI, por lo cual son necesarios otros estudios en torno a este gen con un mayor 
número de especímenes, para comprobar los márgenes de diversidad intraespecífica que posee esta especie. 
Actualmente, existe cierta renuencia entre algunos taxónomos a aceptar el desarrollo de métodos de 
identificación de especies basados en técnicas moleculares, y cuestionan el valor de los códigos de barras 
como fuente de conocimiento, aunque sus principales argumentos han sido duramente cuestionados (Packer et 
al., 2009). Teniendo en cuenta la experiencia del presente estudio, y la evidencia de otros estudios, se 
recomienda un estudio de taxonomía integrada, usando tanto técnicas de caracterización morfológica como 
análisis moleculares, que permitan tener unas claras bases para la diferenciación correcta de las especies 
seleccionadas, especialmente en géneros con especies crípticas o grupos de especies (Bertolani et al., 2011; 






El área de Manzanares cuenta con una riqueza genérica de tardígrados particularmente notable, con ocho 
géneros y trece morfoespecies de tardígrados presentes sólo en la parte baja del río, incluyendo dos géneros 
no registrados anteriormente en el país (Calcarobiotus y Doryphoribius). Tal como se había planteado al inicio 
del estudio, la clase Eutardigrada fue la más diversa dentro del área de estudio; la clase Heterotardigrada tuvo 
una representación menor. 
Este es el primer estudio de tardígrados en la región de Santa Marta, y ayuda a incrementar el conocimiento de 
la diversidad no sólo de la región, sino también en Colombia. Con base en la información obtenida, el número 
de especies de tardígrados registradas en el país se incrementa de 32 a 34 especies y se aumenta el número 
de géneros de 12 a 15. Cuatro especies descritas en el estudio (Milnesium sp. 1, Doryphoribius grupo evelinae 
sp. 1, D, grupo vietnamensis sp. 1 y Paramacrobiotus grupo richtersi sp. 1) podrían ser especies nuevas para la 
ciencia. 
La aplicación de técnicas moleculares demostró ser una herramienta muy útil para realizar una identificación 
correcta de especímenes de tardígrados, especialmente cuando existen dificultades en la identificación 
morfológica de los especímenes. Los resultados obtenidos muestran claramente que un estudio taxonómico 
altamente preciso, no sólo en tardígrados, sino en otros grupos de invertebrados, debe, en lo posible, combinar 
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